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“The universe doesn’t care what you believe.  
The wonderful thing about science is that it doesn’t 
ask for your faith, it just asks for your eyes.” 
 
 
(Randall Patrick Munroe)
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Zusammenfassung 
Miniaturisierte HPLC (high pressure liquid chromatography)-Systeme sind in der alltäglichen 
Anwendung noch eher selten vertreten. Die große Mehrheit der etablierten Methoden 
beinhalten 4,6 mm-Edelstahlsäulen. Moderne Anwendungsgebiete wie die Proteomforschung, 
Einzellanalysen oder klinische Applikationen könnten den Übergang solcher Formate von der 
Wissenschaft in die Praxis jedoch beschleunigen. Als größten Vorteil eines geringeren 
Säulenvolumens, direkte Konsequenz aller Miniaturisierungsansätze, kann die Verringerung 
des benötigten Injektionsvolumens und damit des Probenverbrauchs betrachtet werden. 
Besonders in probenlimitierten Separationsaufgaben ist eine Entwicklung hin zu kleineren 
Säulendimensionen unausweichlich. Neben dem naheliegendsten Prinzip des Packens poröser 
Partikel in fused silica-Kapillaren zählen ebenso monolithische in situ-Synthesen, Chips und 
open tubular (OT)-Kapillaren zur Klasse miniaturisierter Säulenformate. Letztere stellen heute 
das Standardformat in der Gaschromatographie dar, fristen in der Flüssigchromatographie 
jedoch ein auf die Wissenschaft beschränktes Randdasein. Zwar sind schon in den 1980er-
Jahren die theoretischen Grundlagen für die Einschätzung des Leistungspotentials dieser 
Kapillarklasse gelegt worden, allein mangelt es bis heute an präparativen Fertigungstechniken 
zur Deposition eines dicken, homogenen, fest angebundenen und vollporösen Films an der 
Kapillarinnenwand. Präparative Verfahren aus den 1990er-Jahren boten mitunter 
vielversprechende Bodenzahlen, teilten jedoch durchweg das Problem zu geringer Retention 
bzw. impraktikabel geringer Beladungskapazität. Zusätzlich konnten zu dieser Zeit verfügbare 
Chromatographie-Instrumente nicht ohne weiteres Flussraten im nL/min-Bereich kontrollieren 
und Detektionsprobleme, aufgrund der sehr geringen Elutionsvolumina, spielten ebenfalls eine 
Rolle (moderne LC-Instrumente sind heute sehr viel besser für solche Dimensionen ausgelegt).  
 
Durch Übertragung der sehr detailliert untersuchten Sol-Gel-Synthese zur Herstellung von 
Silica-Monolithen (NAKANISHI-Prozess) auf sehr kleine Dimensionen („confined spaces“, z. B. 
Kapillaren mit 10-20 µm Innendurchmesser) konnte ein neues, statisches Verfahren zur open 
tubular-Synthese entwickelt werden. Die physikalische Grundlage für diesen Prozess ist durch 
die Besonderheiten der Kombination aus Phasenseparation und Sol-Gel-Übergang in kleinen 
Reaktionsräumen gegeben, welche statt in einer dreidimensionalen, korallenartigen und vor 
allem ungerichteten Morphologie des resultierenden Materials in einer Schichtbildung entlang 
der begrenzenden Fläche resultiert. Wenn diese begrenzende Fläche eine sehr kleine, aber 
mehrere Meter lange fused silica-Kapillare ist, kann die ca. 500 nm dicke, vollporöse Schicht im 
Anschluss als stationäre Phase in der Kapillar-HPLC genutzt werden. Die Durchmesser-
abhängigkeit dieses Effekts konnte durch Synthesen in 50, 20, 15 und 10 µm Innendurchmesser 
(ID)-Varianten gezeigt werden. Qualitative Struktureigenschaften wie Schichtdicke und 
optische Homogenität wurden durch Anwendung von Rasterelektronenmikroskopie auf den 
Kapillarquerschnitt zugänglich. Die spezifische Oberfläche sowie Mesoporosität des Materials 
konnte nur indirekt über Stickstoffsorptionsmessungen mit bulk-Vergleichsmaterial erfolgen 
(ca. 200 m²/g, ca. 10 nm Porendurchmesser).  
 v 
Die resultierenden Silica-Kapillaren wurden zur Trennung von Testgemischen sowie einfachen 
Applikationsbeispielen niedermolekularer Analyten (ca. 100-500 g/mol) in Normal- und 
Umkehrphase eingesetzt. Letztere wurde durch eine dem Herstellverfahren nachgeschaltete 
Octadecylsilan-Oberflächenmodifizierung ohne Endcapping-Schritt mit einem monofunk-
tionellen Aminosilan realisiert. Es konnten zufriedenstellende Retentionsfaktoren im 
Umkehrphasen-Gradientenmodus in der (nicht Basislinien-)Trennung eines 32-Komponenten-
Pestizidgemisches erhalten werden. Eine VAN DEEMTER-Auftragung für eine 15 µm ID-Variante 
wies ein Minimum von ca. 18 µm (Propylbenzol) für das Äquivalent eines theoretischen Bodens 
auf. Bezogen auf diese Bodenzahl/m-Bewertung sind open tubular-Kapillaren jedoch 
grundsätzlich nicht konkurrenzfähig, wird doch eine sehr wichtige Eigenschaft auf diese Weise 
nicht berücksichtigt: Die bis zu 600-fach höhere Permeabilität, im Vergleich mit jeweils einer 
partikelgepackten und monolithischen, kommerziell erhältlichen Silica-Kapillare, welche als 
Referenzsäulen fungierten. Erst die Leistungsbemessung nach einer kinetischen Optimierungs-
methode, unter Berücksichtigung des deutlich reduzierten Fließwiderstands der OTs, 
ermöglichte eine faire Bewertung unter (für jede untersuche Kapillare) optimalen Bedingungen. 
Dies beinhaltete eine Auftragung der minimalen Analysenzeit, welche zum Erreichen einer 
erforderlichen Bodenzahl benötigt wird (kinetische Plots). Dieser Ansatz ist in der Praxis wenig 
verbreitet, erforderte er bis zur Veröffentlichung eines einfachen Tools zur Umrechnung von 
H/u-Daten in t/N-Wertepaare (nach DESMET, 2005) noch iterative, computergestützte 
Simulationsschritte. Dieses Bewertungsverfahren wurde in der vorliegenden Arbeit zur 
sinnvollen Bemessung des Leistungspotentials der synthetisierten open tubular-Kapillaren 
eingesetzt. Das Ergebnis ist in hervorragendem Einklang mit theoretischen Berechnungen 
anderer Autoren, da durch das hier vorgestellte neue Sol-Gel-Verfahren für LC-
Phasensynthesen zum ersten Mal eine Möglichkeit zur reproduzierbaren Synthese dicker 
Schichten („thick film“) zur Verfügung steht. Für die kleinste Variante (10 µm ID) ist die 
kinetische Grenzleistung (die maximal erreichbare Leistung pro Analysenzeit unter 
Optimierung aller zur Verfügung stehenden Parameter) bereits höher als für die ebenfalls 
untersuchte, kommerzielle Referenzkapillare. Dies erfordert eine Durchführung am Drucklimit, 
welches instrumentell bedingt im vorliegenden Fall bei 350 bar lag. Die für diese 
Grundbedingung notwendige, variable Säulenlänge lässt sich im Falle von open tubular- (und 
ebenso für monolithische) Kapillaren aufgrund der Abwesenheit von Fritten sehr einfach 
realisieren. Das Problem unzureichender Retention sowie kaum realisierbar geringer 
Beladungskapazität bisheriger, präparativer Arbeiten zur open tubular-Synthese konnte durch 
das neue Verfahren reduziert werden. Die experimentelle Bestätigung kinetischer in silico-
Optimierungsmodelle sowie die Entwicklung des benötigten Herstellverfahrens selbst stellt, 
zusammengefasst, den wissenschaftlichen Erkenntnisgewinn dieser kumulativen Dissertation 
dar. 
 
 
 
 
 vi 
Summary 
Miniaturized HPLC-systems are still far away from being used every day as the vast majority of 
running methods involve 4.6 mm stainless steel housings. Modern research areas such as 
proteomics, single cell-analysis or clinical applications might, in the near future, accelerate the 
transition from academic research to the chromatography market. The most important 
advantage of downsizing column volume, as a consequence of any miniaturization approach, is 
the reduction of the injection volume needed, and therefore, a decrease in sample consumption. 
Consequently, in sample-limited applications, development towards miniaturized HPLC 
columns is just mandatory. Although it seems natural packing porous particles in smaller fused 
silica capillaries, monolithic in situ-syntheses, chips and open tubular-capillaries likewise can be 
considered as miniaturized LC systems. Despite some crucial distinctions, the latter represent 
the current stationary phase design in gas chromatography. For liquid chromatography, 
however, it has never become very popular in practice. As early as in the 1980’s, the theoretical 
framework for the assessment of open tubular column performance was developed. 
Unfortunately, preparative success could not keep up with it, due to a lack of efficient methods 
available for the deposition of a thick, homogeneous, covalently bonded and fully porous film 
at the inner wall of capillaries. Preparative publications in the 1990’s offered promising plate 
counts, but the suitability for daily use was strongly constrained due to low retention or 
loadability of the columns obtained. Additionally, serious instrument limitations at that time 
emerged when handling nL/min-flow rates, coupled with detectability issues because of very 
small peak volumes eluting from the capillaries (modern LC instruments nowadays are very 
much more suitable). 
 
By transferring the concept of the well-studied sol-gel-synthesis of silica monoliths (NAKANISHI-
process) on confined spaces like 10-20 µm ID-capillaries, a new static preparation protocol for 
the preparation of open tubulars could be developed. The physical background for this process 
implies the anomaly of the combination of phase separation and sol-gel-transition when it 
comes to confined structures as a reaction vessel. Instead of a three dimensional, coral-like and 
spatially undirected morphology of the resulting monolithic material (which would be 
generated in bulk medium), a layer is deposited alongside the containing surface. When this 
containing surface is the inner wall of a long (fused silica) capillary, the resulting, 
approximately 500 nm thick porous layer can be employed as a stationary phase in HPLC. 
Diameter-dependency of this effect could be shown by means of syntheses in 50, 20, 15 and 10 
µm ID-variants. Qualitative, structural properties such as layer thickness and its visual 
homogeneity were investigated by scanning electron microscopy of capillary cross-sections. 
Specific surface and mesoporosity were examined indirectly with the aid of nitrogen sorption 
experiments in bulk material of the same sol composition (approx. 200 m²/g and approx. 10 nm 
mean pore size diameter). 
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Resulting silica capillaries were employed as chromatographic columns for the separation of 
test mixtures and simple application examples of small molecules (approx. 100-500 g/mol) were 
developed in normal and reversed phase mode. The latter were established by a subsequent 
surface modification process (octadecylsilane) without endcapping by use of a monofunctional 
aminosilane reagent. Satisfying retention factors in reversed phase gradient mode were 
obtained in a (non-baseline-) separation of a mixture of 32 pesticides. Creation of a VAN 
DEEMTER-plot for the 15 µm ID-variant resulted in a Hmin-value of 18 µm for propylbenzene. 
Regarding such a performance assessment by means of plate count per meter, open tubular 
capillaries are not able to compete in general as this method is strongly biased due to the 
negligence of column permeability. In comparison to both a particle packed and a monolithic 
commercial capillary (acting as reference columns), open tubulars from this work came up with 
a 600-fold decrease in flow resistance. Thus, only an alternative efficiency evaluation in terms of 
kinetic performance limitation (KPL)-plots, under consideration of column permeability, 
allowed for a truly fair comparison of column efficiency, as all tested capillaries are employed 
under optimized conditions, respectively. It involved a plot of the minimal analysis time, which 
is needed for the creation of a required plate count (kinetic plots). This approach is not very 
much prevalent throughout practical chromatographers as it required some iterative, such 
computer-based simulations for the creation of these plots. But in 2005, the DESMET group 
published a quite easy-to-use tool for the transformation of experimental H/u-data into t/N-pair 
of values. By doing so, the maximum column efficiency potential of the prepared open tubulars 
in this work was assessed and compared to the reference columns. The result is very much in 
line with what was predicted theoretically by other authors to be the expected efficiency gain of 
these columns. By use of the sol-gel-process in confined spaces developed herein for the 
creation of LC stationary phases, a new method for the reproducible deposition of silica thick 
films is available. For the smallest variant (10 µm ID), the theoretical kinetic performance limit 
(maximal performance at the end of a given analysis time under optimized conditions) is 
already superior compared to the monolithic reference column. One important requirement for 
this is the utilization of the column at the (user set) pressure limit, which was 350 bar in this 
work. Fulfilling this requirement demands for a variable column length, which could be easily 
implemented by just cutting the open tubular capillary (no frits required) to the desired length 
(also possible for monolithic capillary formats). The central issue of deficient retention and 
hardy feasible loadability of previous, preparative methods for open tubular syntheses could be 
addressed beneficially by the new manufacturing protocol. Experimental confirmation of 
kinetic in silico optimization models in terms of column efficiency as well as the development of 
the involved synthesis procedure itself represent the main scientific gain of the work in hand. 
  
 viii 
Inhaltsverzeichnis 
Danksagung i 
Publikationsliste ii 
Zusammenfassung iv 
Summary vi 
Inhaltsverzeichnis viii 
 
1. Allgemeiner Teil 1 
1.1. Miniaturisierte HPLC-Systeme 1 
1.2. Präparative Ansätze zur Herstellung von silica open tubular-Kapillaren 10 
1.3. Bewertung chromatographischer Leistung mittels kinetischer Plots 17 
 
2. Kumulativer Teil 26 
2.1. Synthesis and characterization of new generation open tubular silica capillaries for 
liquid chromatography 28 
2.2. Performance evaluation of thick film open tubular silica capillary by reversed phase 
liquid chromatography 36 
2.3. Preparation and kinetic performance assessment of thick film 10-20 micron open 
tubular silica capillaries in normal phase high pressure liquid chromatography 44 
2.4. Simple and fast quantification of capsaicinoids in hot sauces using monolithic silica 
capillaries and LC/MS 54 
2.5. Qualitative LC-MS analysis of pesticides using monolithic silica capillaries and 
potential for assay of pesticides in kidney 60 
2.6. Wie scharf ist “hot”? Analyse des Capsaicin-Gehalts in Chilisoßen 66 
 
3. Ausblick 72 
 
Literaturverzeichnis 74 
Eidesstattliche Erklärung 80 
Lebenslauf 84 
 1 
1. Allgemeiner Teil 
1.1. Miniaturisierte HPLC-Systeme 
Seit ihrer Etablierung Mitte des 20. Jahrhunderts ist die Hochdruckflüssigkeitschromatographie 
wesentlicher Bestandteil von Analytiklaboren der chemischen und pharmazeutischen Industrie 
geworden. Schon zu Ende der 1970er Jahre untersuchte J. KNOX die theoretischen Möglich-
keiten zur Miniaturisierung von säulengebundenen, druckgetriebenen HPLC-Systemen [1]. Er 
unterschied dabei zwischen a) der Verkleinerung des Säulendurchmessers, b) dem Einsatz von 
(ebenfalls gepackten) Kapillaren als Säulenhardware sowie c) beschichteten, sehr dünnen 
Kapillaren, die nicht mit porösen Partikeln gepackt sein sollen (open tubular). Das zu dieser 
Zeit größte Hindernis für die Weiterentwicklung der genannten Formate lag in der geringen 
Verfügbarkeit geeigneter HPLC-Anlagen für Flussbereiche deutlich unter 1 µL/min. Während 
sich die Probenaufgabe von nL-Volumina noch durch Splitting-Systeme realisieren ließ, 
konnten die vom Kapillarauslass eluierenden Komponenten nicht mehr mit ausreichender 
Sensitivität durch zur Verfügung stehende UV-Detektoren ausgewertet werden. Die Meßzelle 
dieser Detektoren muss aufgrund der geringen Flussraten stark verkleinert sein, um den Beitrag 
von (post column-)Diffusion zur Bandenverbreiterung zu minimieren. Dies führt unweigerlich 
zu einer stark reduzierten (Licht-)Wegstrecke, welche sich nach dem Lambert-Beer’schen 
Gesetz negativ proportional auf die gemessene Extinktion auswirkt (moderne nano-Zellen 
verwenden einen Z-ähnlichen Aufbau mit verlängerter Wegstrecke, um dieses Problem zu 
begrenzen). Neben diesen instrumentellen Beschränkungen wird auch die aufkommende 
Entwicklung neuer, hochsensitiver Detektoren (Massenspektrometer, Lichtstreuung, 
Infrarotspektroskopie und weitere Kopplungstechniken) eine Notwendigkeit zur 
Miniaturisierung von HPLC-Systemen in den folgenden 1980er- und 1990er-Jahren verzögert 
haben [2]. 
 
Der hauptsächliche Vorteil bei der Verwendung nicht-miniaturisierter HPLC-Säulengeometrien 
(4,6 mm Innendurchmesser, noch heute der Standard in der Routineanalytik) ist die Robustheit 
der zahlreich verfügbaren Instrumente, was zu einer hohen Reproduzierbarkeit der Methoden 
führt. Dies ist besonders wichtig für validierte Prozesse in der industriellen, klinischen und 
behördlichen Analytik. Solange ausreichend Probenmaterial zur Verfügung steht - und damit 
das Injektionsvolumen nicht durch die Probenvorbereitung, sondern allein durch die 
Beladungskapazität der analytischen Säule begrenzt ist – wird eine Verkleinerung der 
Säulendimension keine Verbesserung der Detektorsensitivität bewirken (UV-Detektion). Wenn 
allerdings das maximale Injektionsvolumen applikationsbedingt begrenzt ist, wird unter 
Verwendung einer miniaturisierten HPLC-Säule/-Kapillare die Detektorsensitivität höher sein 
als unter Verwendung einer Standardsäule. Die Erklärung hierfür liegt in der geringeren 
diffusiven Verdünnung der Probenmoleküle innerhalb der mobilen Phase entlang der 
Trennstrecke [3]. Innerhalb moderner Forschungsfelder wie Proteomics, Forensics, 
Metabolomics, Single-cell analysis und weiteren Gebieten sind solche Applikationen unter 
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Umständen selbst nach aufwändigen Probenvorbereitungsprotokollen stark volumenlimitiert. 
In solchen Fällen ist die Verwendung eines miniaturisierten HPLC-Systems nicht mehr 
optional, sondern unausweichlich [2]. 
 
Tabelle 1: Übersicht kommerziell erhältlicher HPLC-Säulen mit typischem Innendurchmesser (ID) und 
korrespondierender Flussrate. Open tubular-Kapillaren (kursiv, nicht kommerziell verfügbar) im Vergleich dazu. 
Säulentyp/-name 
 
Dimension (ID) Typische Flussrate 
[mm] [µL/min] 
Analytical bore 4,6 500 – 1.500 
Narrow bore 2,1 100 – 400 
Microbore 1 50 – 100 
Kapillaren 0,05 – 0,2 0,5 – 4,0 
Open tubular 0,005 – 0,015 0,01 – 0,20 
 
Zusätzlich zur Haupttriebfeder Probenlimitierung können weitere Vorteile beim Einsatz mikro- 
bis nanofluidischer Chromatographiesäulen identifiziert werden: Das benötigte Volumen an 
mobiler Phase korreliert quadratisch mit dem Säuleninnendurchmesser und kann einen 
wesentlichen Kostenfaktor darstellen (der Preis für Acetonitril (LC/MS-grade) liegt 
typischerweise bei über 50 €/L). Noch wichtiger ist die damit verbundene Umweltrelevanz 
(„Green Chemistry“), welche eine Reduzierung des Einsatzes organischer Lösemittel auf ein 
Minimum vorsieht. Für die Kopplung von Hochdruckflüssigkeitschromatographie und 
Massenspektrometrie (LC/MS), für die es heute zahlreiche Anwendungsgebiete gibt, wirkt sich 
eine verringerte Flussrate positiv auf die Ionisierungseffizienz aus (Electrospray Ionisation 
(ESI)). In der Ionenquelle werden kleinere Tropfen mit einem höheren Oberfläche-zu-Volumen-
Verhältnis generiert, welches für die Verdampfung in die Gasphase vorteilhaft ist. Die optimale 
Flussrate typischer LC/MS-Applikationen liegt im Bereich von 20-400 nL/min [4]. Dieser 
Bereich wird durch die Verwendung von 4,6 mm-Säulen nicht erreicht, was zu einer stark 
reduzierten Signalintensität bei Verwendung dieser Säulentypen in LC/(ESI-)MS-Trennungen 
führt. Der jedoch ursprünglichste Grund zur Entwicklung kleinformatiger LC-Säulen ist damals 
wie heute von großer Bedeutung: Das Erreichen einer hohen Trenneffizienz, messbar durch die 
Zahl theoretischer Böden. Dabei ist der A-Term der zugrundeliegenden VAN DEEMTER-
Gleichung (Eddy-Diffusion) abhängig vom Säulendurchmesser, da sich die möglichen 
Wegstrecken innerhalb einer Trennsäule für mehrere Moleküle derselben Substanz weniger 
unterscheiden, je kleiner der Querschnitt des Säulenbettes ist. Graphisch veranschaulicht ist 
dieser Beitrag zur Höhe eines theoretischen Bodens in der folgenden Abbildung 1: 
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Gepackte Kapillaren 
Das obige Modell gilt generell für alle Formen von stationären Phasen. Im Falle von mit 
Partikeln gepackten Kapillaren, welche die zurzeit häufigste Form von miniaturisierten Säulen 
darstellen, muss eine Verkleinerung des Säulendurchmessers jedoch nicht zwangsläufig zu 
einer verbesserten, chromatographischen Trennleistung führen. Denn eine Verringerung des 
Säulen-zu-Partikel-Verhältnisses (aspect ratio) kann zu einer unerwünschten Banden-
verbreiterung aufgrund schlechter Packungsqualität sowie dem Auftreten von Wandeffekten 
führen [5]. Die Qualität gepackter Kapillaren hängt zu einem großen Teil von den verwendeten 
Packungsbedingungen ab.  Schon 1969 hatten KNOX und PARCHER die Notwendigkeit 
beschrieben, den Partikeldurchmesser an einen verkleinerten Säulendurchmesser anpassen zu 
müssen, um das o.g. aspect ratio zu bewahren [6], allerdings wurden für ihre Untersuchungen 
unporöse Glaspartikel verwendet. 1989 untersuchten KENNEDY und JORGENSON Packungen von 
porösen 5 µm-Silica-Partikel in 20-50 µm ID großen fused silica-Kapillaren [7]. Wie zu erwarten 
war, beobachteten sie einen Rückgang des VAN DEEMTER A-Terms (Eddy diffusion) und eine 
damit verbundene Steigerung der Trenneffizienz. Unterhalb eines kritischen Säulendurch-
messers bewirkt der Wandeffekt zudem eine makroskopisch messbare Verringerung des 
Fließwiderstandes, was wiederum zu einer geringeren (und damit vorteilhaften) Trenn-
impedanz Emin führt. 2004 veröffentlichten PATEL et al. eine Machbarkeitsstudie zum Packen 
und Testen von 1 µm großen, unporösen Silica-Partikeln in einer 10 µm ID fused silica-Kapillare 
[8] unter Einsatz spezieller Ultrahochdruck-LC-Hardware (siehe Abbildung 2). Sie verwendeten 
einen eigens dafür entwickelten Hochdruck-Kapillaranschluss, welcher isokratische Tests bei 
bis zu 6.800 bar mit einer beeindruckenden Leistung von 730.000 Böden/m ermöglichte. Erzielt 
wurde dieser Wert unter isokratischen Bedingungen (90 % Wasser, 10 % Acetonitril) mit 
nahezu nicht retardierten Substanzen (Ascorbinsäure und Hydrochinon) im reversed phase 
(RP)-Modus. Nachteile dieses Formats sind die unzureichende Kapazität unporöser Partikel, 
die Notwendigkeit, besonders engporige Fritten nach dem Packvorgang in situ zu sintern (1 µm 
Partikel) sowie das Entstehen von Reibungswärme (friction heat) in gepackten Säulenbetten 
unter sehr hohem Druck. Durch die Verwendung von 10 µm ID-Kapillaren konnte letzteres 
Problem in der beschriebenen Arbeit auf ein Minimum reduziert werden, ist aber generell ein 
Problem beim Einsatz von z. B. „sub-2-micron“-Partikeln in der UHPLC (gepackt in 2,1 mm- 
und vor allem 4,6 mm-Säulen).  
 
Abbildung 1: Qualitative Veranschaulichung der Eddy-Diffusion in gepackten HPLC-Säulen. In grün, gelb, rot: Sich 
in ihrer Länge unterscheidende Wegstrecken von (identischen) Probenmolekülen bei druckgetriebener, 
longitudinaler Migration entlang der Trennstrecke (eigene Zeichnung). 
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Abbildung 2: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer Ultrahochdruckpackung von unporösen 1 µm ID-
Silicapartikeln in einer 10 µm ID fused silica-Kapillare. Reprinted with permission from ref. [8], Copyright 2004 
American Chemical Society. 
 
Monolithische Kapillaren 
Ein großer Vorteil monolithischer Phasen in Kapillaren ist die vergleichsweise einfache 
Herstellung. Die Herstellverfahren beinhalten eine in situ-Synthese (die Reaktion findet direkt 
in der Kapillare statt), sodass kein Packprotokoll entwickelt werden muss. Da kovalente 
Bindungen zwischen dem Trägermaterial und der Kapillarinnenwand ausgebildet werden, 
kann auf den Einsatz von Fritten verzichtet werden. Aus diesem Grund ist die Säulenlänge von 
nicht-partikulären (monolithischen und open tubular-) Kapillaren nicht bereits herstellbedingt 
festgelegt. Dies kann von großem Vorteil bei der kinetischen Methodenoptimierung sein (siehe 
Kapitel 1.3). Silica-Monolithen wurden Mitte der 1990er-Jahre von TANAKA und NAKANISHI 
entwickelt [9] und um die Jahrtausendwende von Merck (KGaA, Darmstadt) als Chromolith®-
Produktfamilie kommerzialisiert [10], zu der auch die miniaturisierte Kapillarvariante CapRod® 
zählt. Die Sol-Gel-Reaktion beruht auf einer kontrolliert-hydrolytischen Polykondensation von 
Silanolvorläufern wie Tetramethoxysilan (TMOS) unter leicht sauren Bedingungen, gefolgt von 
einer Mesoporenaufweitung im leicht basischen Milieu. Die resultierende, bimodale 
Porenstruktur des Silica-Gerüsts (Makroporen im Bereich 1-2 µm sowie Mesoporen im Bereich 
von ca. 10-30 nm) kann dabei über einen weiten Bereich durch den Einsatz eines Porogens wie 
Polyethylenoxid (PEO) eingestellt werden. Dies ist sowohl für größere Silica-Rods [11], als auch 
für die Porenstruktur in Kapillarmonolithen möglich [12]. Dabei ist eine Strukturheterogenität 
über den Kapillarquerschnitt zu beobachten, ebenso ein ausgeprägter Wandeffekt [13] (siehe 
Abbildung 3). Je nach Dimension des eingesetzten Kapillartemplats kann eine Mischung aus 
TMOS und Methyltrimethoxysilan (MTMS) vorteilhaft sein, um eine Schrumpfung des Gerüsts 
während des Herstellungsprozesses (und in Kapillaren die damit verbundene Gefahr der 
Wandablösung) zu minimieren [14]. Je kleiner der Kapillarinnendurchmesser ist, umso geringer 
ist diese Gefahr - für stark miniaturisierte Kapillaren (< 100 µm ID) wird daher bevorzugt reines 
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TMOS verwendet, um eine unnötige Heterogenität in der stationären Phase und eine damit 
verbundene Bandenverbreiterung zu vermeiden. Beeindruckende Ergebnisse wurden 2008 in 
einer Publikation der TANAKA-Gruppe beschrieben [15], in der mit einer 12 m langen, 
monolithischen Kapillare (100 µm ID) eine (absolute) theoretische Bodenzahl von über 1.000.000 
erreicht wurde  (Retentionszeit: 150 min; Retentionsfaktor: 2,4). In 2011 verwendete die DESMET-
Gruppe eine vergleichbare, 4 m lange Kapillare, welche in einem 22 h Gradienten zur Trennung 
und Identifizierung von über 1.000 verschiedenen, peptidischen Fragmenten aus dem 
tryptischen Verdau von Serumproteinen eingesetzt werden konnte [16]. Diese Beispiele (unter 
einigen anderen) für den Einsatz miniaturisierter Monolithe in fused silica-Kapillaren wurden 
dabei unter Verwendung kommerziell erhältlicher mikro- bzw. nano-LC-Instrumente 
durchgeführt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die zweite große Klasse monolithischer HPLC-Materialien stellen stationäre Phasen basierend 
auf organischen Polymeren dar. Diese Technologie wurde bereits Anfang der 1990er Jahre von 
SVEC und FRÉCHET etabliert [17], die meisten Publikationen behandeln die thermische oder UV-
initiierte in situ-Polymerisation von Methacrylaten oder Styrolderivaten. Das größte 
Anwendungspotential wird heute vor allem in der Separation von Biomolekülen gesehen [18] 
(analog zu der heutigen Dominanz pH-stabiler, polymerbasierter Trägermaterialien gegenüber 
Silica-basierten Phasen in der präparativen Biochromatographie). Einer der Gründe dafür liegt 
in der eher geringen spezifischen Oberfläche dieser Materialien (gering mesoporös). Für die 
Separation niedermolekularer Verbindungen („small molecules“) sind Silica-Monolithen daher 
aufgrund ihrer größeren Oberfläche gegenüber diesen Analyten bevorteilt, selbst größere 
Peptide (m/z > 1.000) können noch mit hoher Auflösung getrennt werden [19]. 
 
 
Abbildung 3: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines Querschnitts der (Silica-)monolithischen Kapillare 
SF-087-6 (100 µm ID, ca. 2 µm Makropore, eigene Herstellung). Der Schnitt wurde mit einem Vytran-Cutter 
durchgeführt. 
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Chips: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer polymermonolithischen Kapillare auf Basis von 
polymerisierten Methacrylatderivaten. Reprinted with permission from ref. [20]. Copyright 2010 John Wiley & Sons, 
Ltd. 
 
Chips 
In Verbindung der beiden Forschungsfelder „lab-on-a-chip“ und Mikrosystemtechnik haben 
moderne Materialformgebungsverfahren wie Photolithographie, Ionenätzverfahren und 
Laserablation in den letzten Jahren neue Möglichkeiten zur Fertigung mikrostrukturierter 
HPLC-Chips geschaffen [21]. Dieser Hardwaretyp kann als Alternative zu  parallel 
entwickelten, miniaturisierten HPLC-Kapillaren verstanden werden, welche auf der 
Derivatisierung (Packungen, Monolithe, Beschichtungen) von kommerziell erhältlichen fused 
silica-Templaten beruhen. Auch im Bereich der Chips kann grundlegend zwischen gepackten, 
monolithischen und „nur“ chemisch modifizierten Varianten unterschieden werden. Das 
bekannteste, kommerzielle Produkt ist sicherlich der Agilent HPLC-Chip aus 2006, welcher mit 
partikulären Medien (meist RP-modifiziertes Silica) gepackt werden kann [22] (siehe 
Abbildung 5). Die Säulengeometrie ist dabei nicht zylindrisch (50 µm x 75 µm x 50 mm), das 
Innenvolumen liegt bei knapp 200 nL. Das Säulenbett unterscheidet sich nicht grundlegend von 
partikulären Packungen in fused silica-Kapillaren (zylindrische Packungen sind häufig 
homogener), auf dem Chip selbst können jedoch weitere LC-Komponenten in ebenfalls 
miniaturisierter Form verbaut werden. So ist für verdünnte Proben die Injektion von nL-
Volumina meist nur über Split-Lösungen des Autosamplers realisierbar, oder es ist eine 
aufwändige Probenkonzentration vorgeschaltet („trap columns“ oder offline). Auf dem HPLC-
Chip kann dieser Schritt durch eine „on chip“-Probenkonzentration realisiert werden. 
Prinzipiell ist auch eine „on chip“-Detektion möglich, diese würde die notwendige und 
totvolumenanfällige Kapillarverbindung von nL-Flüssen (hier: ca. 300 nL/min) überflüssig 
machen. Der bevorzugte Detektor für chip-LC muss jedoch (wie eigentlich für alle 
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miniaturisierten Systeme) in Zukunft die hochauflösende, mehrdimensionale 
Massenspektrometrie (MSn) sein, um der Fragestellung probenlimitierter, anspruchsvoller „-
omics“-Applikationen gerecht werden zu können. Die LC/MS-Kopplung mit chip-basierten 
Systemen stellt allerdings gerade eine der Stärken dieser Hardwareklasse dar, weil die 
Electrospray Ionisation-Emitterspitze ebenfalls bereits Teil des chips sein kann [23, 24].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer Packung von 5 µm Zorbax-C18-Partikeln im 50 µm x 
75 µm-Säulenbett des Agilent HPLC-chips (siehe Text). Reprinted with permission from ref. [24]. Copyright 2010 
John Wiley & Sons, Ltd. 
 
Neben chip-basierten Mikrokanälen mit partikulären (oder monolithischen), porösen 
stationären Phasen hat sich durch die Grundlagenforschung der DESMET-Gruppe eine neue 
Klasse stark miniaturisierter LC-Systeme ergeben. Durch die kombinierte Anwendung von UV-
Photolithographie und Ionenätzverfahren auf einem unporösen Quarz-Substrat lassen sich 
unporöse, hochgeordnete dreidimensionale Porensysteme innerhalb eines quasi-
zweidimensionalen Säulenbettes erstellen [25-29]. Vorteile dieser Technologie sind die hohe 
Reproduzierbarkeit der Fertigung (vor allem gegenüber monolithischen Synthesen) sowie die 
nahezu perfekte Anordnung der Säulen („pillar array“, siehe Abbildung 6), welches sich positiv 
auf die fluiddynamischen Eigenschaften und damit auf die chromatographische Leistung 
auswirkt [30]. Desweiteren kann der Abstand zwischen den einzelnen Säulen variabel 
angepasst werden, sodass die Permeabilität des Systems (Fließwiderstand) eine kontrollierbare 
Variable darstellt. Ein entscheidender Nachteil allerdings ist die unzureichende Kapazität 
aufgrund der geringen, weil unporösen Oberfläche. 
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Abbildung 6: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines mikrostrukturierten „pillar arrays“, gefertigt mittels 
UV-Photolithographie und Ionenätzverfahren aus einem Quarz-Substrat. Reprinted with permission from ref. [28]. 
Copyright 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & KGaA. 
 
 
Open tubular (OT)-Kapillaren: 
Das größte Potential für den Einsatz hochauflösender OTs in der Flüssigchromatographie (in 
der GC ist dieser Kapillartyp heute Standard [31]) liegt in komplexen Viel-Komponenten-
Trennproblemen, welche sich weniger durch minimale Analysenzeit, sondern mehr durch die 
Notwendigkeit extrem hoher Peakkapazitäten auszeichnen. Der hauptsächliche Grund für das 
hohe Leistungspotential ist der nahezu verschwindend geringe Beitrag der Eddy-Diffusion zur 
Höhe eines theoretischen Bodens (quasi-eindimensionale Trennstrecke)  [32]. Aufgrund der im 
Vergleich zu gepackten und monolithischen Säulenbetten sehr viel größeren Makropore 
(Durchmesser ca. 9 µm in einer 10 µm ID fused silica Kapillare) ist die Permeabilität pro 
Längeneinheit hoch. Dies führt zu geringeren Minimalwerten der (die Säulenpermeabilität 
berücksichtigenden) Trennimpedanz Emin als mit den aktuellen sub-2-micron- sowie core-shell-
Materialien erzielbar sind [2]. Im Gegensatz zu allen bisher beschriebenen Kapillarvarianten 
(stationäre Phase bildet dreidimensionales Netzwerk über den Kapillarquerschnitt) ist die 
Miniaturisierung bei OTs keine Option zur Reduzierung der Eddy-Diffusion, sondern ein 
intrinsisches Merkmal dieses Säulentyps. Werden für gepackte und monolithische Varianten 
fused silica-Säulendurchmesser von 50-300 µm eingesetzt, müssen es für OT-Synthesen weniger 
als 20 µm sein. Der Grund hierfür liegt in der ansonsten zu dominanten Makropore, was bei 
nicht extrem langsamen Flussraten in einer Massentransferlimitierung der Analyten in der 
mobilen Phase resultieren würde. Typische  Diffusionskoeffizienten in flüssiger und in der 
Gasphase unterscheiden sich entsprechend stark [33]. Dies ist ein bedeutender Unterschied zur 
Verwendung von OT-Kapillaren in der Gaschromatographie; dort werden Kapillardurchmesser 
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von bis zu 500 µm eingesetzt bei deutlich erhöhter, linearer Geschwindigkeit der mobilen Phase 
(Trägergas). Aufgrund der hohen Temperaturen (Temperaturgradient)  und der auch dadurch 
noch einmal höheren Diffusionsgeschwindigkeit ist in der GC kein dadurch erhöhter Beitrag 
der Massentransferlimitierung zur Bandenverbreiterung messbar. Aus diesem Grund ist für die 
Entwicklung von OTs für die Flüssigchromatographie das Verhältnis von Säulendurchmesser 
zu stationärer Phase (Dicke der Wandbeschichtung) von entscheidender Bedeutung. 
Umfangreiche, theoretische Berechnungen um 1980 [1, 33-42] und 1990 [43, 44] legten bereits 
einen optimalen Durchmesser im einstelligen µm-Bereich nahe. Die Arbeiten von CAUSON et al. 
aus 2011 allerdings berücksichtigen den Effekt dickerer Schichten stationärer Phase (aufgrund 
der Möglichkeit zur Synthese dieser) und erweitern den Bereich optimaler Performance auf ca. 
10 µm (kommerziell erhältliche Abmessung) [45]. Für die experimentelle Entwicklung 
geeigneter Herstellprozesse stellt dieser Durchmesser in etwa die kritische Größe bezüglich 
Machbarkeit und Reproduzierbarkeit dar. Die zuvor propagierte, optimale Querschnittsbreite 
von (Dünnfilm-)OTs durch GUIOCHON [35] beinhaltete als „Faustformel“ den maximal 
doppelten Durchmesser der als Vergleich betrachteten Partikelgröße einer Packung. Daraus 
resultierende (theoretische) OT-Kapillaren mit ca. 2-4 µm Durchmesser sind nicht nur nahezu 
unmöglich herzustellen (eigene Erfahrung, nicht publiziert), sondern erfordern auch extreme, 
instrumentelle Anpassungen bezüglich der Injektions- und Detektionsmodule. Unter Einsatz 
einer 3 µm-Kapillare wären die Peak-Elutionsvolumina bereits so klein, dass sie nicht mehr mit 
einer 1 nL-UV-Detektorzelle detektiert werden könnten [2] (die kleinste in dieser Arbeit 
verwendete Detektorzelle weist ein Zellvolumen von 3 nL auf). Ebenso würde die 
sorbensbedingt schon geringe Beladbarkeit (aufgrund sehr geringer Massen an stationärer 
Phase) bei fortschreitender Miniaturisierung unter die kritische Größe von ca. 5-10 µm weiter 
abnehmen. In jeder Hinsicht positiv zu bewerten ist daher die Verfügbarkeit von neuen 
Herstellverfahren (siehe nächstes Kapitel), welche die Abscheidung und kovalente Bindung 
dickerer Schichten („thick films“, ca. 500 nm) porösen Materials an die Kapillarinnenwand 
erlauben. Für die Durchführung relevanter Applikationen muss (und kann) daher das 
Optimum aus maximal dünner Schicht und extrem kleinem Säulendurchmesser (Monolayer, 
höchste Leistung zu erwarten) in Richtung dickerer Schichten (bessere Beladbarkeit) und einer 
Kapillare um 5-10 µm Innendurchmesser verschoben werden. 
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1.2. Präparative Ansätze zur Herstellung von silica open tubular-Kapillaren 
Wie im Kapitel zuvor bereits beschrieben, stellt das OT-Kapillardesign die maximale Form von 
HPLC-Säulenminiaturisierung dar, da anstelle eines makroporösen (partikulären oder 
monolithischen) Mediums der um die Wandbeschichtung reduzierte Kapillardurchmesser 
selbst als Durchflusskanal fungiert. Für die Applikation dieses Säulentyps auf relevante 
Trennprobleme ist die Dicke dieser stationären Phase von entscheidender Bedeutung für die 
Erzielung ausreichender Retentionsfaktoren. Die ersten Versuche zur C18-Monolayer-
Funktionalisierung der Kapillarinnenwand [46] konnten daher aufgrund der fehlenden 
Porosität und damit zu geringen chromatographischen Oberfläche nicht erfolgsversprechend 
sein [47]. Das Verhältnis von Kapillarquerschnitt zur Dicke der stationären Phase („phase 
ratio“) darf für hinreichende Retentionseigenschaften nicht zu groß sein. Die einzige 
Möglichkeit, dies zu erreichen, stellt daher die Immobilisierung eines stabilen, porösen Films 
dar, welcher die Kapillarinnenwand vollständig bedeckt. Je höher die Filmdicke ist, umso 
größere Kapillaren können verwendet werden (bei gleichem phase ratio), was sich positiv auf 
die instrumentellen Probleme bei der Herstellung, aber vor allem auf Injektions- und 
Detektionslimitierungen auswirkt. Beim Einbringen geeigneter Synthesegemische kann 
grundsätzlich zwischen dynamischen und statischen Prozessen unterschieden werden. 
Dynamische Protokolle beinhalten eine kontinuierliche Abscheidung während eines über einen 
längeren Zeitraum durchgeführten Einpumpprozesses. Dem Vorteil einfacher (schneller) 
Handhabung und damit guter Reproduzierbarkeit steht als Nachteil die Abscheidung nur sehr 
geringer Schichtdicken gegenüber. Statische Protokolle sehen nach dem Befüllvorgang eine 
Inkubation ohne Fluss vor, in der die Deposition des porösen Materials (oder dessen Vorläufer) 
an die Kapillarinnenwand stattfindet. Alle in dieser Arbeit verwendeten Protokolle (siehe 
kumulativer Teil) sind dieser Klasse zuzuordnen. Nach ebenfalls Oberflächen-limitierten 
Versuchen zur Aufrauung der fused silica-Wand durch dynamische Vorbehandlungsprotokolle 
in stark alkalischem Medium [48] entwickelte die POPPE-Gruppe in den 1990er-Jahren eine 
statische Methode zur Immobilisierung von Polyethoxysilan (PES) aus Tetraethoxysilan (TEOS) 
in 10 µm ID fused silica-Kapillaren [49]. Dafür wurde die Beschichtungssuspension (bestehend 
aus zuvor hergestellten PES-Partikeln, solubilisiert in polaren, organischen Lösemitteln) in die 
vorbehandelte Kapillare eingebracht und ein unpolares, organisches Lösemittel zugegeben, bis 
schließlich PES-Partikel ausfielen. Diese wurden durch Verdampfung des Lösemittels im 
Vakuum kovalent an der Kapillarinnenwand immobilisiert (2-3 Tage). Eine Porenaufweitung 
wurde durch Verwendung von Ammoniak (pH 8-11) durchgeführt. Dieser Syntheseprozess 
konnte mehrfach wiederholt werden, bevor eine Oberflächenfunktionalisierung (C18) 
aufgebracht wurde oder die Kapillaren ohne Modifizierung in der Normalphasen-
chromatographie getestet wurden. Die Autoren berichteten von höheren Schichtdicken 
gegenüber den (zuvor verwendeten) dynamischen Methoden. Ein Problem in der Herstellung 
war die Gefahr der Kapillarblockierung durch unkontrollierte Bildung von Silica aufgrund 
„frühzeitiger“ Aggregation der solubilisierten PES-Partikel. Die Löslichkeit dieser Partikel (und 
damit die Wahl des Lösemittels) hatten einen entscheidenden Einfluss auf die 
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Reproduzierbarkeit des Verfahrens. Je löslicher PES im Befüllmedium war, desto schneller 
reicherte sich abgeschiedenes Silica über den gesamten Querschnitt der Kapillare an und führte 
somit zur Verstopfung des Flusskanals. Das Lösemittel musste daher gerade stark genug für die 
Solubilisierung sein, jedoch durfte die Konzentration von PES nicht zu hoch sein. Leider 
wurden keine bildgebenden Verfahren eingesetzt, sodass auch keine Schichtdicken 
veröffentlicht wurden. Neben den experimentellen Schwierigkeiten der Methode berichten die 
Autoren außerdem von einer weiterhin unzureichenden Retention aufgrund zu geringer 
Schichtdicken. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 7: Skizzierte Darstellung des Herstellverfahrens zur statischen Beschichtung von zuvor hergestellten 
Polyethoxysilan(PES)-Partikeln (solubilisiert in polar-organischen Lösemitteln) in fused silica-Kapillaren nach POPPE. 
Oben: Kapillarvorbehandlung zur Erhöhung der Hydrophilie (freie Silanolgruppen). Mitte: Zweistufiges 
Beschichtungsverfahren bestehend aus a) Immobilisierung der PES-Partikel (zuvor hergestellt aus Tetraethoxysilan 
(TEOS) und b) Porenaufweitung durch Ammoniaklösung (pH 8-11). Unten: Monomereinheit des Silica-Polymers aus 
TEOS. Reprinted with permission from ref. [49], Copyright 1989 Elsevier. 
 
Die nächste Stufe in der Entwicklung poröser Silica-Schichten für open tubular-Kapillaren 
wurde 1993 von CREGO et al. veröffentlicht [50]. Sie verwendeten eine in situ-Polymerisation 
von TEOS in Ethanol direkt in der Kapillare. Das Protokoll wurde für 50 µm ID-Kapillaren 
entwickelt, konnte aber sukzessive auf kleinere Formate bis zu 5 µm ID adaptiert werden. Die 
Silanhydrolyse wurde entweder durch Zugabe von Salzsäure (pH 3) oder Ammoniumhydroxid 
(pH 9) katalysiert. Die Inkubationszeit dieser statischen Methode betrug zwischen 6 und 16 h 
bei erhöhter Temperatur, eine Mesoporenaufweitung nach erfolgter Silica-Deposition erfolgte 
nicht. Resultierende Schichtdicken wurden indirekt über Druckverlustmessungen und die 
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Anwendung des Darcy-Gesetzes ermittelt (die Schichtdicke entspricht der Subtraktion der 
Werte vor und nach der Beschichtung). Der Fehler dieser Methode wurde mit ± 30 nm 
angegeben, die (In)homogenität der Oberfläche (zusätzliche Reibungsverluste) konnte jedoch 
nicht berücksichtigt werden. In 10 µm-Kapillaren wurden so Schichtdicken von 210 bis 720 nm 
gemessen, wobei einige Kapillaren keine Permeabilität aufgrund aggregierter Silica-Partikel 
aufwiesen (5 und 10 µm ID). Bildgebende Verfahren zur Ermittlung der Schichtdicke wurden 
auch hier nicht eingesetzt. Die Autoren testeten die erhaltenen Kapillaren im RP-Modus (nach 
C18-Funktionalisierung der Oberfläche) und berichteten von hoher Trennleistung, jedoch sehr 
geringer Retention und Beladbarkeit (siehe Signalintensität in Abbildung 8). Beide 
Beobachtungen lassen sich auf die unzureichende Porosität des Silica zurückführen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 8: RP-Chromatogramm der Trennung polyaromatischer, polyzyklischer Kohlenwasserstoffe 
(Naphthalen, Biphenyl, Phenanthren, Anthracen, Fluoranthren) mit einer 5 µm ID, 120 cm langen fused silica open 
tubular-Kapillare, hergestellt nach dem statischen Verfahren von CREGO et al. Mobile Phase: Wasser/Methanol 30/70, 
Flussrate: 3 nL/min (split), Druck: 27 bar, Injektionsvolumen: 10 pL (split). Reprinted with permission from ref. [50], 
Copyright 1993 American Chemical Society. 
 
In einer Abwandlung der obigen Sol-Gel-Methode (TEOS in Ethanol) haben GUO und COLÓN 
zu Ende der 1990er-Jahre Mischungen aus TEOS und C8-/C18-TEOS als Silica-Monomer 
eingesetzt [51-56]. Auf diese Weise etablierten sie eine in situ-Alkylierung der porösen 
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Oberfläche, ohne einen nachgeschalteten Derivatisierungsschritt durchführen zu müssen. Die 
verbleibenden freien Silanolgruppen würden zu Tailing basischer Analyten im druck-
getriebenen RP-Modus führen, die Autoren nutzten die erhaltenen Kapillaren jedoch 
überwiegend für elektrochromatographische Trennungen (immobilisierte Ladungsträger sind 
wichtig für den Erhalt des elektroosmotischen Flusses). Strukturbedingt unterlag auch diese 
Kapillargeneration dem Problem zu geringer Retention bzw. Beladbarkeit. 
 
Der NAKANISHI-Prozess in miniaturisierten Templaten 
Die Synthese bimodaler (makro- und mesoporöser), korallenartiger Silica-Monolithe aus 
katalytisch hydrolysierbaren Precursoren wie Tetramethoxysilan (TMOS) unter Einfluss eines 
strukturgebenden Porogens wie Polyethylenoxid (PEO) wird auch als NAKANISHI-Prozess 
bezeichnet [57-59]. Ein Dreikomponentensystem, bestehend aus Precursor, Porogen und 
Lösemittel, wird in einem solchen Verhältnis eingesetzt, dass aufgrund der eintretenden 
Oligomerisierung eine Phasenseparation (Silica-„reich“ und Silica-„arm“) auftritt, welche 
wiederum durch das Eintreten des Sol-Gel-Übergangs in einem transienten Zustand fixiert wird 
(siehe Abbildung 9). Dies geschieht aufgrund der zunehmenden Viskosität durch die sukzessiv 
fortschreitende Polymerisation der hydrolysierten Mono- und Oligomere. Nach Inkubation bei 
erhöhter Temperatur (Alterung) wird das Zweiphasensystem durch fortschreitende 
Siloxanbrückenbildung fixiert. Verdampfung der Silica-„armen“ bzw. Lösemittel-„reichen“ 
Phase führt zu einem hierarchisch porösen System aus Silica, welches aufgrund seiner 
Mesoporosität als stationäre Phase in der analytischen und präparativen HPLC kommerziell 
eingesetzt werden kann [60, 61].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 9: Dreikomponentensystem im NAKANISHI-Prozess zur templatunterstützten Bildung von hierarchisch 
porösen Silica-Monolithen. Zu sehen ist die qualitative Abhängigkeit der ausgebildeten (Makro-)Struktur von den 
eingesetzten Massenanteilen in der Synthesemischung (Silica-Precursor, Porogen (PEO) und Lösemittel). Reprinted 
with permission from ref. [57], Copyright 2007 American Chemical Society. 
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Abbildung 10: Skizziertes Syntheseschema der katalytisch kontrollierten Hydrolyse und anschließenden 
Polymerisation von Tetramethoxysilan; Oben: Hydrolyse des Monomers (sauer oder basisch) unter Abspaltung von 
Methanol. Mitte: Oligomerisierung (Alkoholkondensation); Unten: Oligomerisierung zweier hydrolysierter Spezies 
(Wasserkondensation). 
 
Das oben beschriebene Syntheseprinzip findet in der Regel in einem mikroskopisch nicht 
begrenzten, dreidimensionalen Reaktionsraum statt. Ein möglicher Einfluss des das 
Reaktionsmedium begrenzenden Materials (zumeist Glas) kann daher vernachlässigt werden. 
Wird die Reaktionsmischung allerdings in ein engwandiges Templat gegeben („confined 
space“), dessen Wand-zu-Volumen-Verhältnis um ein Vielfaches höher ist (im Vergleich zu 
einem Reaktionsgefäß für bulk-Monolithen), kann der Wandeffekt einen entscheidenden 
Einfluss auf die Struktur des phasenseparierenden Systems haben. Ein solches Templat kann 
u.a. der Zwischenraum zweier Objektträger sein oder eine sehr kleine fused silica Kapillare 
(2-15 µm ID) mit einem quasi-eindimensionalen Reaktionsraum und einem extrem hohen 
Wandeinfluss. KANAMORI et al. haben den Effekt der Templatgeometrie auf die Ausbildung von 
(Silica-)Monolithen in den letzten Jahren sehr detailliert untersucht [62-67]. Während der 
Phasenseparation tritt ein die Wand benetzender Prozess ein („surface directed spinodal 
decomposition mechanism“ [68]), in welchem die Silica-reiche Phase bevorzugt die 
begrenzende Wand bedeckt. Durch Diffusion aus dem bikontinuierlichen (Wand-entfernten) 
Bereich des Reaktionsraumes wird die Wand-benetzende Phase über die Dauer der Reaktion 
weiter verstärkt („hydrodynamic pumping“). Abhängig von der Dimension des Raumes 
(unterhalb eines kritischen Durchmessers der fused silica-Kapillare) entsteht als Resultat nach 
Beendigung des Herstellprotokolls (Alterung, Waschschritt, Verdampfung) kein dreidimen-
sionales Netzwerk, sondern eine dicke („thick film“) poröse Silica-Schicht, welche die 
Kapillarinnenwand homogen ausfüllt. Im Gegensatz zur nicht templat-kontrollierten, 
klassischen Monolith-Synthese wird die Ausbildung der hierarchisch porösen Skelettstruktur 
aufgrund der oben beschriebenen Prozesse vollständig zugunsten der Wandschichtausbildung 
unterdrückt. Bei Verwendung von fused silica-Kapillaren als Templat liegt der kritische 
Kapillardurchmesser vermutlich zwischen 15 und 20 µm (eigene Synthesen, [69]). Bei 
 15 
Verwendung größerer Durchmesser sind nach Beendigung des Syntheseprotokolls neben der 
Wandschicht auch aggregierte Silica-Partikel im Kapillarinnern zu finden 
(Rasterelektronenmikroskopie), welche aufgrund der Gravitation den Kapillarboden bedecken. 
Diese agglomerierten Partikel entsprechen im NAKANISHI-Prozess einer sehr großen 
Makropore. So groß, dass kein verzweigtes Porensystem mehr entsteht, sondern die Silica-
reiche Phase zum Zeitpunkt der transienten Fixierung (Sol-Gel-Übergang) eine nicht mehr 
zusammenhängende „Partikel“-ähnliche Struktur einnimmt (siehe Abbildung 11), welche 
aufgrund der folgenden Alterung zu einem Block aggregiert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 11: Oben: Schematische Zeichnung der Phasenseparation im NAKANISHI-Prozess, in Abhängigkeit vom 
Zeitpunkt der transienten Fixierung durch den Sol-Gel-Übergang (gesteuert durch die Zusammensetzung des 
Synthesegemisches). Unten: Korrespondierende Rasterelektronenmikroskopiebilder. Der Pfeil am unteren Ende der 
Abbildung stellt die Entwicklung von isolierten Poren (links) hin zu komplett verbundenen Poren (rechts) dar. Dies 
entspricht der Bildung von isolierten Silica-Partikeln (eigene Zeichnung aus ref. [69]). 
 
Über die Zusammensetzung des eingesetzten Sols sowie über die Wahl der Reaktions-
temperatur lässt sich die Morphologie des resultierenden Materials entlang der Zeichnung in 
obiger Abbildung in einem weiten Bereich einstellen. Um eine dicke, homogene Schicht entlang 
der Kapillarwand zu erhalten, muss aufgrund des weiter oben beschriebenen Mechanismus die 
Zeit zwischen Phasenseparation und Sol-Gel-Übergang maximiert werden (nur dann kann über 
das „hydrodynamic pumping“ die Wand-benetzende Schicht über einen langen Zeitraum aus 
der Phase in der Kapillarmitte diffusiv aufgebaut werden). Eine Erhöhung des Porogenanteils 
führt generell zur Entstehung kleinerer Makroporen, verursacht durch frühzeitiges Einsetzen 
des Sol-Gel-Übergangs relativ zur Phasenseparation (in der Abbildung links) [70]. Daher wurde 
das Dreikomponentensystem in der vorliegenden Arbeit stark zugunsten der Silica- und 
Lösemittelanteile verschoben (rechts). Eine weitere Modifikation gegenüber der „bulk“-
Synthese von korallenartigen Silica-Monolithen (mittig) stellt die Erniedrigung der Reaktions-
temperatur auf 25 °C dar (ausgehend von meist ca. 40 °C). Auf diese Weise wird die Löslichkeit 
der oligomerisierenden Polysiloxankette erniedrigt, was vermutlich zu einer früher 
einsetzenden Phasenseparation führt. Durch die beiden genannten Modifikationen war es 
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möglich, die Zeit zwischen Phasenseparation und Gelübergang zu maximieren. Im „bulk“ führt 
dies zu einer Struktur wie in Abbildung 11 rechts unten, in einer sehr kleinen Kapillare 
(confined space) wird diese Struktur jedoch aufgrund der beschriebenen Effekte zugunsten der 
Wandschicht unterdrückt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 12: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen einer 10 µm ID-Kapillare aus eigener Herstellung 
(SF-OT-063). A: Gesamtkapillarquerschnitt mit 365 µm Außendurchmesser fused silica Kapillarkopf mit Polyimid-
Ummantelung; B: Querschnitt des 10 µm ID Flusskanals mit immobilisierter Silica stationärer Phase (ca. 500 nm 
Dicke); C: Nahaufnahme der porösen Wandschicht unter maximaler Vergrößerung. 
 
Durch die Adaption des gut etablierten NAKANISHI-Prozesses für die templat-gestützte 
Synthese von dicken, porösen stationären Phasen für open tubular-Kapillaren konnten diese 
erfolgreich als neuer, miniaturisierter Säulentyp in der HPLC eingesetzt werden [69, 71, 97]. 
Gegenüber zuvor publizierten Herstellverfahren weisen diese Säulen verbesserte, 
chromatographische Eigenschaften auf. Die exakten experimentellen Parameter sind in den 
Veröffentlichungen im kumulativen Teil der vorliegenden Dissertation beschrieben. 
 
 
Porous Layer Open Tubular (PLOT)-Kapillaren 
Die Synthesen und auch der aktuelle Stand der Wissenschaft, beschrieben in dieser Arbeit, 
beschränken sich auf die Entwicklung Silica-basierter Materialien. In den letzten Jahren haben 
vor allem die Gruppen um KARGER [72-76] und PAULL [77, 78] das Spektrum polymerbasierter 
open tubular-Kapillaren (PLOT) für Proteintrennungen erweitert. Den Arbeiten liegen ebenfalls 
Monolithen-Synthesen zugrunde, jedoch basierend auf der UV- (oder thermisch) initiierten 
Polymerisation von Styrol- oder Methacrylatderivaten. Die veröffentlichten Applikationen sind 
zumeist Gradiententrennungen in Kombination mit Massenspektrometrie (cap-LC/MS). Dieses 
Gebiet wird im allgemeinen Teil der vorliegenden Arbeit nicht weiter behandelt. 
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1.3. Bewertung chromatographischer Leistung mittels kinetischer Plots 
Das ultimative Ziel jeder Trennoptimierung ist das Erreichen maximaler Trenneffizienz in der 
kürzest möglichen Analysenzeit (eine ausreichende Selektivität der Trennsäule für die 
untersuchten Komponenten vorausgesetzt). Zur Steigerung der chromatographischen Leistung, 
also der Zahl theoretischer Böden, kann zum einen durch eine längere Säule die Trennstrecke 
erhöht werden. Zum anderen kann die „domain size“ verkleinert werden, im Falle gepackter 
Säulen/Kapillaren entspricht dies der Partikelgröße plus Partikelzwischenraum (Monolithen: 
Summe aus durchschnittlicher Makropore und durchschnittlicher Skelettdicke; OT: Kapillar-
innendurchmesser). Beide Veränderungen führen bei ansonsten unveränderten Parametern 
zwangsläufig zu einer Erniedrigung der Permeabilität und damit zu einem erhöhten 
Rückdruck. Die Säulenlänge L ist mit der Zahl theoretischer Böden N nach VAN DEEMTER 
verknüpft über die Höhe eines theoretischen Boden: H = L/N. In der heute noch als Standard 
verwendeten Auftragung aus der Originalarbeit von 1956 [79] wird diese Bodenhöhe H 
definiert über die grundlegende VAN DEEMTER-Gleichung: 
 
   (  )   
 
  
    (  
 )   
 
A beschreibt die Eddy-Diffusion in Abhängigkeit von Art und (Packungs-)Qualität der 
stationären Phase (dp: Partikeldurchmesser); Der B-Term beschreibt die Longitudinaldiffusion 
aufgrund BROWN‘scher Molekularbewegung und ist damit flussabhängig (u0: lineare 
Geschwindigkeit der mobilen Phase); C beschreibt den Beitrag von Massentransferlimitierung 
(sowohl in der mobilen als auch in der stationären Phase) zur Bodenhöhe.  
 
Aufgrund der oben beschriebenen Abhängigkeiten kann die Auftragung des Höhenäquivalents 
eines theoretischen Bodens (height equivalent to a theoretical plate, HETP) gegen die lineare 
Flussrate u0 zur Beurteilung der Trenneffizienz einer untersuchten Säule oder Kapillare 
herangezogen werden (siehe VAN DEEMTER-Plot, Abbildung 13). Alle auf diese Weise 
verglichenen Trennsäulen zeigen, bedingt durch Gleichung (1), in der Auftragung ein 
Minimum Hmin, welches als Charakteristikum für die maximale Trennleistung des Längen-
äquivalents (pro Meter) eines vorliegenden Trennmediums unter optimalen Bedingungen 
verstanden und verwendet werden kann. Liefert eine 15 cm lange Säule beispielsweise 
100.000 TP/m für einen Analyten und wird für ein spezifisches Trennproblem um diesen 
Analyten eine Bodenzahl von ca. 30.000 TP benötigt, wird erst der Wechsel auf eine 30 cm lange 
Säule diese gewünschte Leistung bieten. Eine Beschreibung chromatographischer 
Trenneffizienz mithilfe dieser Auftragung ist generell sinnvoll, da sie experimentell relativ 
leicht zugänglich ist und die Interpretation aufgrund der weiten Verbreitung vor allem in der 
Industrie leicht fällt. Ein sehr wichtiger Parameter bleibt auf diese Weise jedoch nicht 
berücksichtigt: Die Permeabilität des vorliegenden Materials. Solange partikuläre Packungen 
sowie moderne, monolithische Medien miteinander verglichen werden, bleibt die Dimension 
des Druckverlusts pro Längeneinheit (Permeabilität) in etwa gleich. Die open tubular-
(1) 
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Kapillaren aus der vorliegenden Arbeit jedoch weisen eine bis zu 600-fach höhere Permeabilität 
auf (k0 ca. 6·10-12 m²), bei Kapillarlängen von mehreren Metern [71]. Der Vorteil, aufgrund dieser 
Eigenschaft die Trennstrecke bei gleicher Analysenzeit sehr viel länger gestalten zu können 
wird durch den Vergleich mittels VAN DEEMTER-Auftragung ignoriert. Leistung pro 
Längeneinheit (TP/m) stellt daher nur dann eine faire Beurteilungsmethode dar, wenn die 
Abhängigkeit des Rückdrucks von der Säulenlänge der untersuchten Medien sehr ähnlich ist. 
Dies ist nur innerhalb eines Typs stationärer Phase der Fall. Moderne sub-2-micron und core-
shell-HPLC-Säulen sind in der Regel zwar in verschiedenen Säulenlängen kommerziell 
verfügbar (ca. 50-300 mm) und variieren daher durchaus im resultierenden Rückdruck (bei 
gleicher Flussrate natürlich) - ihre Permeabilität unterscheidet sich jedoch vergleichsweise nur 
gering [80]. In der untenstehenden Abbildung 13 ist die Überlegenheit der beiden 15 cm-
Referenzkapillaren (partikelgepackt und monolithisch, Hmin ca. 6-7µm) gegenüber der 
untersuchten 3,0 m langen OT-Kapillare (Hmin ca. 18 µm) deutlich erkennbar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 13: Klassische VAN DEEMTER-Auftragung zur Ermittlung der optimalen Geschwindigkeit der mobilen 
Phase (der minimalen Bodenhöhe HETPmin). Grüne Kreise: 3,0 m lange open tubular-Kapillare mit 15 µm ID, RP-8-
modifiziert (SF-OT-039). Rote Rechtecke: Kommerzielle Vergleichskapillare 1: 15 cm lange mit Partikeln gepackte 
(3 µm) RP-18-modifizierte 75 µm ID-Kapillare (ThermoFisher Scientific). Blaue Dreiecke: Kommerzielle 
Vergleichskapillare 2: 15 cm lange, monolithische, RP-18-modifizierte 100 µm ID-Kapillare (Merck KGaA). 
Untersuchter Analyt: Propylbenzol, k = 0,3. 
 
Ein alternativer Ansatz zur Bewertung chromatographischer Leistung ist die Ermittlung der 
minimalen Analysenzeit, welche zum Erreichen einer (durch das Trennproblem) gegebenen 
Bodenzahl benötigt wird (kinetische Optimierung [81]). Das Prinzip dieses 
Optimierungsansatzes beinhaltet die freie Wählbarkeit von Flussrate und Länge der 
Trennstrecke. Erstere wird vor allem durch das zur Verfügung stehende Instrument begrenzt, 
mit modernen UHPLC-Geräten können Drücke bis 1.400 bar und mehr realisiert werden. Die 
Säulenlänge jedoch ist im Falle gepackter (und daher Fritten benötigender) Edelstahlsäulen 
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herstellerseitig vorgegeben (die einzige Möglichkeit zur Einstellung dieses Parameters ist in 
diesem Fall natürlich der Ersatz der Säule durch ein längeres Pendant desselben Typs bzw. die 
Säulenkopplung). Im Falle von monolithischen und open tubular-Kapillaren ist es jedoch sehr 
einfach möglich, ausgehend von einem längeren Kapillarstück die Trennstrecke spezifisch für 
das vorliegende Separationsproblem zurechtzuschneiden und somit zu optimieren.  
 
Schon 1965 veröffentlichte J. C. GIDDINGS den ersten „kinetischen Plot“, als er die 
fundamentalen Unterschiede in der Trenngeschwindigkeit zwischen Gas- und Flüssig-
chromatographie darstellen wollte [82] (siehe Abbildung 14). In dieser Auftragung ist die 
minimale Analysenzeit zu sehen, die jeweils nötig ist, um eine korrespondierende Bodenzahl 
erreichen zu können. Die Werte wurden für den Betrieb am (festzulegenden) Druckmaximum 
berechnet (bei dafür notwendiger, variabler Säulenlänge). Auch wenn die Analysenzeiten (und 
ebenso Bodenzahlen) in diesem Originaldiagramm aufgrund der logarithmischen Auftragung 
von typischen HPLC-Methoden recht weit entfernt sind, zeigt der kinetische Plot im Gegensatz 
zu einer (nicht gezeigten) VAN DEEMTER-Auftragung doch klar die grundlegenden 
Leistungsunterschiede zwischen Säulen für die LC (Trennstrecke eher kurz) und GC 
(Trennstrecke eher lang). Der Grund dafür liegt in der, bedingt durch die niedrigere Viskosität 
eines Trägergases als mobiler Phase, vielfach höheren Permeabilität von GC-Kapillaren. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 14: Erster kinetischer Plot (aus GIDDINGS‘ Originalarbeit von 1965) zur Beschreibung des Verhältnisses 
von Analysenzeit t zu Trennleistung N. Reprinted with permission from ref. [82], Copyright 1965 American Chemical 
Society. 
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HANS POPPE entwickelte 1997 eine alternative Auftragung, in welcher er die minimale 
Analysenzeit t, geteilt durch die Bodenzahl N, gegen N plottete [83], heute bekannt als der 
„POPPE-Plot“. Auf diese Weise konnten Unterschiede von Säulentypen im C-Term-dominierten 
Bereich (Massentransferlimitierung) besser dargestellt werden. Allen genannten Methoden zur 
Konstruktion kinetischer Plots lag eine iterative, computerbasierte Vorgehensweise zugrunde. 
Erst 2005 entwickelten GERT DESMET et al. eine Methode zur Transferierung experimenteller 
H/u-Wertepaare (Ergebnis chromatographischer Tests bei unterschiedlichen Flussraten) in t/N-
Wertepaare zur Auftragung in einem kinetischen Plot [84, 85]. Neben der experimentellen 
Erfassung von Bodenhöhen N in Abhängigkeit der linearen Flussrate u muss dabei zusätzlich 
die Permeabilität k0 nach dem DARCY-Gesetz bestimmt werden: 
 
   
       
  
   
 
η ist dabei die dynamische Viskosität der mobilen Phase, Δp die gemessene Druckdifferenz und 
l die Säulenlänge. Die zur Berechnung von t/N-Wertepaaren zugrundeliegenden Gleichungen 
lauten: 
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Δpmax muss zuvor festgelegt werden (k: Retentionsfaktor). Wie bereits beschrieben, ergibt sich 
dieser Wert zumeist aus dem Drucklimit der zur Verfügung stehenden Chromatographie-
anlage. Für drucklimitierte HPLC-Säulen, wie z. B. Monolithe in 2,0 mm und 4,6 mm 
Durchmessern, sollte dieser materialbezogene Wert verwendet werden. Im Falle von fused 
silica-Kapillaren (kein Gewinde) kann eine apparativ noch realisierbare Drucklimitierung 
sinnvoll sein, diese hängt vor allem von der Qualität der verwendeten Fittings beim 
Kapillaranschluss sowie der Erfahrung des Experimentators ab (vgl. Kapitel 3.1 im zweiten 
Paper des kumulativen Teils). Auf diese Weise generierte, kinetische Plots haben heute in vielen 
Veröffentlichungen Verwendung gefunden, eine aktuelle Übersicht geben BROECKHOVEN et al. 
[86]. Das kinetische Optimum ist definitionsgemäß genau dann erreicht, wenn das vorgegebene 
Trennziel (Peakkapazität oder Bodenzahl) in der minimal nötigen Zeit erreicht wurde. Oder 
auch, wenn die maximal mögliche Performance am Ende einer vorgegebenen Analysenzeit zur 
Verfügung steht. Dies ist, in beiden Fällen, immer nur genau dann der Fall, wenn die 
Säulenlänge gerade so groß ist, dass die Trennung am (vorgegebenen) Drucklimit stattfindet 
[87, 88]. Dieses Prinzip kann als nicht intuitiv betrachtet werden, da der aktuelle Trend hin zu 
kürzeren Säulen dieser Tatsache (jedenfalls für komplexe Trennungen) im Wege steht. Es ist 
aber durchaus möglich, für ein spezifisches Trennproblem durch Erhöhung der Säulenlänge 
und kinetischen Optimierung eine Verringerung der Analysenzeit zu bewirken. 
 
(4) 
 (2) 
(3) 
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Kinetic plot limitation (KPL) 
Man kann unterscheiden zwischen „fixed-length“-kinetischen Plots und „free-length“-
kinetischen Plots. Erstere entsprechen den experimentellen Labormessungen (H/u) mit einer 
installierten Säule gegebener Länge. Das Optimum (in der t/N-Auftragung nach rechts, siehe 
Abbildung 15) kann analog zum Minimum der VAN DEEMTER-Kurve gesehen werden (nach 
unten, vgl. Abbildung 13). Das kinetische Optimum (für jede fixe Säulenlänge betrachtet), 
befindet sich allerdings nicht an diesem Punkt, sondern, wie zuvor beschrieben, immer am 
Drucklimit, d. h. am unteren Ende aller „fixed-length“-Plots in Abbildung 15a („Max P“). Zur 
praktischen Konstruktion des KPL-Plots, welcher die allgemeingültigste Form zur Darstellung 
kinetischer Leistung von Chromatographiesäulen darstellt, gibt es zwei Möglichkeiten: Zum 
einen können Hochdruck-Messpunkte vieler verschiedener Säulenlängen des untersuchten 
Materials via „free-length“-Plots in das t/N-Diagramm übernommen werden und im Anschluss 
alle Messwerte am Drucklimit miteinander verbunden werden (graphische Lösung, Abbildung 
15a). Die zweite, elegantere Möglichkeit besteht in der Aufnahme von Messpunkten einer 
installierten Säule in einem größeren Druckbereich und der anschließenden Anwendung der 
Gleichungen (3) und (4) auf diese experimentellen Messwerte (rechnerische Lösung, Abbildung 
15b). In beiden Fällen entsteht eine (hier rote) identische KPL-Kurve, welche die maximal 
mögliche Performance des vorliegenden Materials zur gegebenen Analysenzeit beschreibt. Es 
ist daher nicht möglich, durch Neukombination der Parameter Flussrate/Säulenlänge in den 
Bereich unterhalb dieser Linie zu gelangen (KPL: „kinetic plot limitation“). Alle Punkte dieser 
rechnerischen Linie stellen jeweils das kinetische Optimum dar, welches bei Anpassung der 
Säulenlänge experimentell genutzt werden kann. Natürlich gilt dies nur unter Beibehaltung 
weiterer chromatographischer Parameter wie Art und Zusammensetzung der mobilen Phase, 
Temperatur, Säulendurchmesser, Injektions- und Detektionsparameter, und weiteren 
instrumentellen Variablen. Für die Erstellung einer LC-Methode würde ohnehin zunächst eine 
Selektivitätsoptimierung durchgeführt werden (Säulenscreening) und im Anschluss die 
kinetische Optimierung zur Minimierung der Analysenzeit. Durch Auflösen von Gleichung (3) 
oder (4) nach k0 und Einsetzen in Gleichung (2) kann die optimale Säulenlänge l am Ende einer 
solchen, spezifischen Methodenentwicklung bestimmt werden. Diese hier beschriebene 
Methode zur KPL-Konstruktion gilt in dieser Form nur für isokratische Tests (wie sie auch für 
VAN DEEMTER-Messungen ausschließlich erfolgen), kann jedoch durch Adaption der 
Gleichungen auf die abweichende Bodenzahlbestimmung im Gradientenmodus auch für solche 
Trennungen angepasst werden [86]. OT-Säulencharakterisierungen (kinetische Plots) aus der 
vorliegenden Arbeit wurden jedoch ausschließlich im isokratischen Modus unter Verwendung 
der obigen Gleichungen durchgeführt. 
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Abbildung 15: Transformationen experimenteller kinetischer Plots („fixed length“) in einen „free length kinetic plot“ 
nach der DESMET-Methode [84]. Die rote Linie stellt das Ergebnis der Transformation dar (KPL: „kinetic plot 
limitation“, Interpretation siehe Text); a) Erste Möglichkeit zur graphischen Konstruktion der KPL-Linie durch 
Verbinden von Punkten verschiedener Säulenlänge, gemessen jeweils am Drucklimit (instrumentell oder 
materialbedingt); b) Zweite Möglichkeit zur rechnerischen Konstruktion der KPL-Linie durch experimentelle 
Aufnahme von H/u-Wertepaaren und anschließender Transformation in t/N-Wertepaare mithilfe der  Gleichungen 
(3) und (4). KPL-Kurven in a) und b) sind identisch. Reprinted with permission from ref [86], Copyright 2012 
Elsevier. 
 
Vergleich von VAN DEEMTER-Messungen mit KPL-Kurven für OT-Kapillaren 
Zu Beginn dieses Kapitels wurde anhand der Auftragung von experimentellen H/u-Daten 
(Abbildung 13) das Längenäquivalent eines theoretischen Bodens einer 3,0 m langen OT-
Kapillare bestimmt und mit kommerziellen, 15 cm langen Referenzkapillaren verglichen. Dabei 
wurde die scheinbare Überlegenheit der gepackten und monolithischen Standardkapillaren 
sichtbar - bezogen auf die (dafür unzureichende) Leistungsbewertung pro Längeneinheit. Erst 
unter Berücksichtigung der erhöhten Permeabilität des open tubular-Säulendesigns, durch 
Erstellung eines KPL-Plots, kann eine faire Bewertung der (maximal) zur Verfügung stehenden 
Trenneffizienz der untersuchten stationären Phasen-Klassen stattfinden. Die auf diese Weise 
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generierten Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit entsprechen den theoretischen Vorhersagen 
iterativer, nicht experimentell bestätigter Veröffentlichungen. Die Abhängigkeit der KPL-Linie 
vom (OT-)Kapillardurchmesser konnte ebenfalls experimentell bestätigt werden. Abbildung 17 
zeigt zusammengefasst das chromatographische Leistungspotential verschiedener, hier 
synthetisierter OT-Dimensionen, optimiert nach der KPL-Methode, und verglichen mit einer 
kommerziell erhältlichen, monolithischen Referenzkapillare (150 mm Länge, 100 µm ID). 
Ausgewertet wurden isokratische Bodenzahlbestimmungen von einem leicht retardierten 
Analyten (2-Nitroanisol, k = 0,7) im Normalphase-Modus. Dabei ist zu beobachten, dass nur die 
10 µm ID-Variante eine KPL-Kennlinie unterhalb der monolithischen Referenz bietet. Dies 
entspricht exakt den Ergebnissen der theoretischen Arbeit von TIM CAUSON, in welcher der 
optimale Kapillardurchmesser im Falle einer erfolgreichen „thick film“-Synthese auf bis zu 
ca. 10 µm angehoben werden kann [45]. Die Ergebnisse mit Varianten von 15 µm ID liegen in 
etwa gleichauf mit der Trennleistung von kommerziellen Kapillaren. 20 µm ID-Varianten 
zeigen in diesem Fall ein geringeres, kinetisches Optimum. Diese experimentellen Ergebnisse 
sind im Einklang mit der in Kapitel 1.1 beschriebenen Diffusionslimitierung großformatiger 
OT-Kapillaren im C-Term-dominierten Bereich. Hohe Bodenzahlen sind zwar möglich, 
aufgrund der höheren Masse an stationärer Phase können auch die Retentionsfaktoren höher 
sein (nicht publiziert), jedoch wären dafür nötige Flussraten impraktikabel niedrig, sodass das 
Verhältnis von Analysenzeit zu Trennleistung (kinetische Plots) wiederum sehr unvorteilhaft 
ist. In einer VAN DEEMTER-Auftragung verschiedener OT-Säulendimensionen (10, 15, 20 µm ID, 
nicht gezeigt) würde die 20 µm-Variante das geringste Höhenäquivalent eines theoretischen 
Bodens aufweisen (bei kaum realisierbaren Flussraten und einem Druck von ca. 1 bar). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 16: Kinetic performance limitation (KPL)-Plot verschiedener open tubular-Kapillardimensionen, 
synthetisiert in dieser Arbeit. Die Berechnung der t/N-Wertepaare erfolgte nach der Methode von GERT DESMET [84]. 
Zum Vergleich ist die ebenfalls experimentelle KPL-Linie einer kommerziellen, monolithischen Referenzkapillare 
gezeigt (blaue Dreiecke). Alle Bodenzahlbestimmungen wurden mit dem Analyten 2-Nitroanisol (k = 0,7) unter 
isokratischen Bedingungen im Normalphase-Modus durchgeführt. 
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3. Ausblick 
Die im allgemeinen Teil vorgestellten, grundsätzlichen Überlegungen zur Miniaturisierung von 
chromatographischen Trennstrecken gelten im Besonderen für die Entwicklung von open 
tubular-Kapillaren, welche als das ultimative Ziel hinsichtlich Säulenminiaturisierung 
betrachtet werden. Aktuelle Trends in Richtung Ultrahochdruck-LC (UHPLC) im 
Zusammenspiel mit der heutigen Verfügbarkeit geeigneter mikro- und nano-Instrumente 
bieten ein hervorragendes Potential zur weiteren Entwicklung sehr langer, am Material-
determinierten Drucklimit betriebener, miniaturisierter Kapillaren mit potentiell extrem hoher 
Auflösung bzw. Peakkapazität. Relevante Applikationen aus dem Pharma- und medizinischen 
Sektor, welche den Einsatz eines solchen Trennmediums nicht nur optional, sondern 
unabdingbar machen, könnten in den kommenden Jahren Einfluss auf den Fortschritt dieser 
Entwicklung nehmen. Zum jetzigen Zeitpunkt ist eine große Diskrepanz zwischen der 
akademischen Methodenvielfalt auf diesem Gebiet und der tatsächlichen Präsenz 
miniaturisierter LC-Systeme auf dem Markt vorhanden. Dies ist vor allem in der Tatsache 
begründet, dass Methodentransfers von validierten und robusten 4,6 mm-Säulen nur mit 
hohem Aufwand erfolgen können und es in den meisten Fällen (aufgrund ebenfalls 
fortschreitender Entwicklung im Partikelbereich, siehe sub-2-micron und core-shell) auch keine 
Notwendigkeit dafür gibt. Erst für probenlimitierte Applikationen ist die Verwendung eines 
miniaturisierten Systems, nicht zuletzt aus Kostengründen, wirklich sinnvoll. Eine Beurteilung 
der Kosten hinsichtlich einer möglichen Produktentwicklung der in dieser Arbeit vorgestellten 
open tubular-Kapillaren muss den erhöhten Arbeitseinsatz einer in situ-Synthese 
berücksichtigen, sodass die stationäre Phase nicht batch-weise (außerhalb der Kapillare) 
hergestellt werden kann. Ein solches Verfahren reduziert automatisch die Reproduzierbarkeit 
aufgrund einer Vielzahl von Einflussfaktoren, nicht zuletzt des Mitarbeiters selbst. Der 
Kostenfaktor Rohstoffe kann aus Herstellersicht vernachlässigt werden; die eingesetzten, 
unbehandelten fused silica-Kapillaren jedoch sind zu berücksichtigen: Der Preis pro Meter 
beträgt im kleinen Maßstab ca. 5-10 Euro, bei einer Säulenlänge von z.B. 5 Metern und einer 
verfahrensbedingten Ausschussquote von 50 % ergeben sich pro Säule immerhin schon 50-100 
Euro an Materialkosten. Da es sich bei dem in dieser Dissertation entwickelten Verfahren 
jedoch um eine akademische Grundlagenarbeit handelt, wurde nur geringer Aufwand zur 
Effizienzsteigerung des Prozesses betrieben. Alle Kapillaren wurden als Einzelstück gefertigt, 
für einen Produktionsübertragungsprozess wäre die Entwicklung einer Parallelsynthese zu 
empfehlen. Der Kapillardurchmesser von 10 µm scheint ein optimaler Kompromiss aus 
Machbarkeit und Trenneffizienz unter Anwendung des Sol-Gel-Verfahrens zu sein. Mit einer 
noch weiter fortschreitenden Miniaturisierung (< 5 µm ID) wäre eine Verschlechterung von 
Retentionseigenschaften und Beladungskapazität verbunden, wenn auch eine noch höhere 
Trennleistung in Aussicht steht. Ein mögliches Anwendungsgebiet in der Zukunft könnte die 
Entwicklung von beschichteten, dadurch porösen chip-Templaten sein. Die hier präsentierte 
Methode zur Beschichtung von Kapillarinnenwänden ist grundsätzlich auf jede Form 
miniaturisierter (SiO2-)Geometrie anwendbar. 
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